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Eukaryotic  pre­messenger  RNA  undergoes  several  steps  of  processing  prior  to 






possible  to monitor  transcription  and  the  subsequent  processing  steps  individually.    In 
doing so  it becomes evident  that not only  is processing  tightly  coupled  to  transcription 
but each processing event  is capable of enhancing  the subsequent event  (2, 3).   During 
transcription  this  occurs  through  interaction with  the CTD.    The CTD  is  composed  of 
tandem  heptad  repeats  with  the  consensus  sequence,  Y1S2P3T4S5P6S7.  Phosphorylation 
and  dephosphorylation  of  specific  residues  within  the  CTD  consensus  sequence,  in 










recruitment  of  the  mammalian  capping  enzyme,  CE.  CE  contains  both  the  RNA 




elongation  complex  within  the  coding  region  as  well  as  at  the  5’ end  of  the  gene,  as 
demonstrated  by  crosslinking  experiments  (4).  This  finding  suggests  that  CE  is  at  the 
transcriptional  start  site  at  the  time  of  transcriptional  initiation  to  cap  the  5’  end  once 
available.  The capping reaction begins with the removal of a phosphate from the 5’ end 
of  the  transcript  by  the  RNA  5’  triphosphatase  activity  of  the  CE.    The 
guanylyltransferase  activity  then adds a guanosine  residue  in an  inverted position via a 
5’­5’ triphosphate linkage and the N7 position of guanosine is subsequently methylated 
by  7­methyltransferase.   Upon methylation  the m7G  cap  structure  is  bound  by  the  cap 
binding  complex  (CBC)  at  the  5’  end  of  the  mRNA.    The  CBC  bound  cap  plays  an 
important  role,  preventing  degradation  of  the  RNA  by  5’­3’  exonucleases  and  is 







Following  the  addition  of  the  cap  structure,  pre­mRNA  3’­end  processing 





as  is  the  case  for  the  capping  reaction,  by  phospho­CTD  interactions  (1,  8).    Yeast 





Second,  cleavage  occurs  at  the  3’  splice  site  followed  by  exon  ligation.    Spliceosome 
assembly is initiated with the binding of U1 snRNP to the 5’splice site by recognition of 




is  the  formation  of  the  A  complex,  which  occurs  when  U2snRNP  binds  at  the 
branchpoint.    The  association  of  additional  factors  U4/U6­U5  snRNP  forms  the  B 
 5 
complex.    Subsequent  to  B  complex  formation,  a  rearrangement  of  the  spliceosome 
occurs to form the active catalytic C complex (10).   
Along  with  snRNPs,  serine/arginine­rich  proteins  (SR  proteins)  function  in  the 
splicing mechanism.    SR  splicing  factors  are  involved  in  the  initial  recruitment  of U1 
snRNP and U2AF as well as in the later A and B complex transition and C complex (10).  
They  have  been  shown  to  have  a  role  in  the  regulation  of  3’  splice  site  selection  by 




the  stimulation  of  the  splicing  event  by  poly(A)  polymerase’s  (PAP)  recruitment  of  a 














Much  like  the mammalian  system,  yeast  pre­mRNA 3’­end processing  involves 
recognition  of  sequences  elements  for  regulation  and  efficient  processing.    These 
elements  are  slightly  different  in  sequence  context  from  the  mammalian  system  and 
because of such differences these elements can be recognized by different factors.     
The  yeast  sequence  elements  that  dictate  proper  and  efficient  cleavage  and 
polyadenylation  are  the  AU­rich  element  or  efficiency  element  (EE),  the  A­rich 
positioning  element  (PE),  the  cleavage  site,  and  the  U­rich  elements  that  border  the 
cleavage  site.  The  efficiency  element  UAUAUA,  with  U  at  both  the  first  and  fifth 
positions  is  the most efficient  for processing, although  it  is not critical  for  the cleavage 
reaction  (16,  17).  The  PE  is  similar  to  the  mammalian  AAUAAA  hexamer  or 
polyadenylation  signal  (PAS)  in  dictating  the  proper  3’­end  processing  position.  The 
optimal PE sequence context in yeast is AAUAAA or AAAAAA and is positioned 10­30 
nucleotides upstream of the cleavage site. The cleavage site or poly(A) site consists of the 
sequence  Py(A)n  and  functions  along with  the  upstream  sequence  element  (USE)  and 
downstream sequence element (DSE) to specify proper cleavage site selection (18).  
The  yeast  pre­mRNA  3’­end  processing  machinery  consists  of  more  than  20 
processing  factors.    These  factors  can  be  broken  down  into  smaller  subcomplexes  of 




and  polyadenylation  machinery  and  are  important  for  increasing  the  efficiency  and 
linking transcription to 3’ pre­mRNA processing (13, 19).  
The  crystal  structure  of  components  of  CF  IA,  Clp1­ATP  in  complex with  the 
Clp1  binding  region  of  Pcf11  reveals  structural  interactions,  which  are  likely  to  be 
present in the mammalian homologues (Figure 2).  A high structural similarity with the 




Additionally,  the  structure  of  the  RNA  recognition  motifs  (RRM)  of  Hrp1,  a  CF IB 
factor,  has  been  solved  in  complex  with  the  AU­rich  efficiency  element  (21).    This 
structure  depicts  the  recognition  of  a  six  tandem  repeat  of AU by  two RRMs  of Hrp1 
arranged in parallel.   The RRMs adopt a more closed conformation upon RNA binding 
creating a noticeable RNA binding cleft between the two RRMs.  This is most apparent in 
solution, where  the RRMs behavior  alone  resembles  two  independent  rigid  bodies  that 
become tightly associated in RNA titration experiments in solution (21).   
Pre­mRNA 3’­end processing concludes with the addition of the poly (A) tail by 
Pap1.    Interestingly,  the  poly(A)  tail  length  in  yeast  is  significantly  shorter  than  in  the 
mammalian counterpart, averaging only 50­70 nucleotides (17).  There are several crystal 
structures of Pap1 including a more recent crystal structure of Pap1 in complex with 25 
residues  of  Fip1,  a  component  of  the  complex  PF  1.    The  Fip1  sequence  is  highly 
divergent across species, including the Pap1 binding region which was crystallized (22).  
 8 
Fip1  is  predicted  to be  highly  flexible  as  suggested by POODLE plots  of  the protein’s 
disordered  regions and suggested by  the small  fragment crystallized  (23). Other  crystal 
structures  of  Pap1  were  captured  in  the  closed,  cordycepin  (3’dATP),  and  ATP  and 





where  flexibility  depends  on  two  hinge  regions  located  in  the  middle  domain.  
Additionally,  superposition of ATP or ATP analog  into  this  structure  suggests possible 
base specificity through contacts with a neighboring asparagine residue (24).   The most 
recent  structure  of  a  Pap1  ternary  complex with ATP  and  oligo(A) was  obtained  by  a 
mutation  of  one  of  the  catalytic  aspartates,  D154A,  capturing  the  enzyme  in  a  closed 









 Mammalian  endonucleolytic  cleavage  of  the  pre­mRNA  and  addition  of  a 
poly(A)  tail  at  the  3’  end  are  additionally  coupled  as  seen with  capping  and  splicing.  
This  coupling  requires  multiple  protein­protein  and  protein­RNA  interactions  and  has 
been shown to require ATP for the polymerization reaction, cleavage, and the recruitment 
of cleavage factors  to  the pre­mRNA in a substrate specific manner.    In addition  to  the 
ATP requirement, creatine phosphate (CP) has also been proposed as a necessary factor 
for  efficient  pre­mRNA  3’­end  processing.    CP’s  role  was  initially  thought  to  be 
necessary  for  replenishing  the  ATP  pool  in  the  nuclear  extract  due  to  contaminating 
ATPases.  However, the lack of CP hydrolysis to compensate for a diminishing ATP pool 
suggests  otherwise  (14).    CP  may  in  fact  play  a  role  as  an  effector  molecule  for  a 
component of the cleavage and polyadenylation  machinery.   
Despite  its  seemingly simplistic  two­step mechanism,  it has been estimated  that 
more than 14 factors are required for mammalian pre­mRNA 3’­end processing and both 
cleavage and polyadenylation steps are crucial for transcript fidelity and translation. This 





and  poly(A)  tail.    Lastly,  pre­mRNA  3’­end  processing  is  crucial  in  the  coupling  of 
transcription with further processing events  in which 3’ processing factors  interact with 
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the  CTD  of  RNAP  to  control  transcriptional  initiation  and  to  signal  termination  via 
poly(A) site strength and tail synthesis (6).   
The  factors  that  are  necessary  and  sufficient  to  reconstitute  cleavage  and 
polyadenylation in a mammalian in vitro system are poly(A) polymerase (PAP), cleavage 
and  polyadenylation  specificity  factor  (CPSF),  cleavage  stimulation  factor  (CstF), 
cleavage factor Im (CF Im), cleavage factor IIm (CF IIm) and the nuclear poly(A) binding 
protein 1  (PABPN1)  (Figures  4  and  5).  Recruitment  of  the  mammalian  cleavage  and 
polyadenylation machinery  to  the newly  formed 3’­end of  the pre­mRNA relies on  the 
recognition  of  two  conserved  sequence  elements:  the  highly  conserved  hexamer 
AAUAAA polyadenylation signal (PAS) recognized by CPSF and a GU/U­rich sequence 
downstream  of  the  cleavage  site  recognized  by  CstF.    Additionally  a  set  of  UGUA 








within  this  region  have  been  shown  to  result  in  the  formation  of  a  new  cleavage  site, 
which  reconstitutes  the  original  length  of  the  deleted  portion.    The GU/U  rich DSE  is 
positioned approximately 30 nucleotides from the cleavage site and has a lower sequence 
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mRNA during  transcription at  the promoter  region. The stabilization of both CPSF and 
CstF on  the RNA occurs  through  interactions at  the 5’ end of  the RNA with  the CBC.  
This interaction effectively links the 5’­end and the 3’­end of the pre­mRNA during the 









CPSF  consists  of  five  factors  CPSF30kDa,  160kDa,  73kDa,  100kDa,  and  Factor 
Interacting  with  Pap1  (Fip1),  all  of  which  are  required  for  cleavage  and/or 
polyadenylation.  It  has  been  suggested  that  the  160  kDa  subunit  alone  recognizes  and 
binds at the hexamer, although this interaction is likely to be stabilized and strengthened 
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components  is  enhanced  during  the  appropriate  processing  events  and  has  a  more 
transient interaction otherwise.  
Like  many  of  the  processing  factors,  CstF  is  a  multi­component  complex 
consisting of a 50 kDa, 64 kDa, and 77 kDa subunits.  The 77 kDa subunit is involved in 
bridging  both  the  64  kDa  and  50  kDa  subunits.    The  77  kDa  subunit  from 
Encephalitozoon  cuniculi,  a  protozoan parasite, crystallizes  as  a  homodimer  containing 
only  ­  helices  distinct  to  the  HAT­repeat  family  (34).  The  dimer  interaction  is  also 
consistent with the crystal structure of the murine CstF77, which represents the entire 77 
kDa  structure  except  for  an  estimated 200  residues  at  the  carboxy  terminus  (Figure 6) 
(35, 36). In addition, NMR structures for the N­ terminal and C­ terminal regions of the 
64 kDa subunit have been solved (36, 37).  The N­terminus of the 64 kDa subunit has the 
characteristic  RRM  fold  that  most  closely  resembles  that  of  U1A  (36).  There  is  no 
structural data so far  for  the 50 kDa subunit of CstF.   CstF50, aside  from its  role  in 3’ 
















events also are  thought  to occur  in an orchestrated manner  to  increase efficiency of  the 
reaction.    This  is  suggested  by  the  stimulation  of  the  cleavage  reaction  following 
preincubation of CF Im with the RNA and subsequent addition of CstF, PAP, and CPSF 
(40).   The stimulation of cleavage only occurs when CF  Im  is preincubated with RNA, 








separate  functions:  cleavage  stimulatory  activity  and  facilitated  protein­protein 
interactions.    The  first  subcomplex  of  CF  IIm  interacts  with  CPSF  and  CF  Im  and 
fractionates  with  the  Clp1  protein.    The  other  subcomplex  of  CF  IIm  is  thought  to  be 
involved in stimulating the cleavage event (6).  The recruitment of PAP to the assembled 
















the  yeast  100  kDa  subunit  (Ydh1p)  of CPSF  (Figure  7).    CPSF73  and CPSF100  both 
belong  to  the  metallo­­lactamase  superfamily  (MBL)  of  zinc  dependent  hydrolases.  
CPSF73  has  the  structurally  conserved metallo  active  site,  4  of  the  5  conserved MBL 
motifs, and a ­CASP domain. Interestingly, CPSF100 which reflects a similar structural 
layout,  lacks  the  coordinating  ions  necessary  for  catalysis,  suggesting  a  nonfunctional 
MBL enzyme.   The active site of CPSF73 coordinates  two zinc  ions and a  sulfate  ion.  
Appropriately, with other members of the metallo superfamily, CPSF73 has a hydroxide 
ion  positioned  near  the  sulfate,  which mimics  the  potential  substrate  binding  position.  
The hydroxide  ion  is  a potential nucleophile  for  the hydrolysis  reaction and  is  a  strong 
indication  of  a  potential  endonuclease  activity  (42).      Follow  up  research  has  added 
further insight into the role of the endonuclease with the investigation of histone mRNA 

















binding  U­rich  USEs  within  the  pre­mRNA.  The  recruitment  of  PAP  for  efficient 
polyadenylation  also  requires  interaction  with  CF  Im  in  conjunction  with  Fip1  and 
CPSF160, where CF  Im  association with Fip1  is  involved  in PAP  stimulation  (28,  44).  
hFip1  interacts  via  its  C­terminal  arginine  and  arginine/glutamic  acid  region  with  the 
RBD and N­terminal  region of PAP (44).    In contrast,  yeast Fip1 alone  inhibits Pap1’s 
processivity and switches Pap1 to a distributive mode in vitro.  However, this inhibition 
can be alleviated by contributions from subunits of CPF for Pap1 stimulation (45).  
  The  polymerization  activity  is  regulated  both  in  vivo  and  in  vitro  by  multiple 
phosphorylation  states  within  the  carboxyl­terminal  domain  of  PAP.    In  vivo,  this 
regulation coincides with  the activity of  the cell cycle where phosphorylation of  the C­
terminal  region  of  PAP  decreases  enzyme  activity.    The  kinase  most  likely  to  be 





additionally  be  modulated  by  the  acetylation  of  lysines  635/644/730/734  of  PAP  and 
lysine  23  of  CF Im25,  by  the  Creb  Binding  Protein  (CBP),  as  shown  by 
immunoprecipitation  experiments  with  an  acetylated­lysine  antibody  and  subsequent 
identification  by  mass  spectrometry  (46).  In vivo,  however,  acetylation  of  lysines 
635/644/730/734  of  PAP  and  lysine  23  of  CF  Im25  has  been  shown  to  disrupt  the 
interaction between CF Im25 and PAP in COS­7 cells treated under acetylation conditions 
and  cotransfected  with  CF  Im25,  CF  Im68,  and  PAP  (46).  Interestingly,  the  carboxy 
terminal  region  of  PAP  is  not  crucial  for maintaining  CF  Im25  interaction  in  vitro,  as 
demonstrated  by  pull­down  experiments  with  recombinant  CF  Im25  and  a  carboxy 
terminal  truncated  PAP  (Figure  8)  (41).    This  finding  suggests  a  transient  interaction 
could exist between PAP and CF  Im 25, which does not  require  the C­terminal domain 
and remains an area that needs to be further investigated.  In addition, an indirect or direct 
interaction  between  PAP  and  CF  Im  occurs  during  processing,  via  CF  Im25  and  other 
processing  components.  This  interaction  stabilizes  the  processing  complex  whereby 
acetylation  may  play  a  role  in  the  regulation  of  the  processing  complex  through  the 
disruption of CF Im and PAP. 
In vitro, the polymerase activity of PAP increases 30 ­100 fold with the addition 
of manganese  in  comparison  to magnesium. Manganese  functions  to  stimulate  poly(A) 
addition  by  increasing  the  binding  of  PAP  to  3’­ends  of  the  RNA  (47,  48).    The 
polymerization  event  in  vivo  involves  the  binding  of  two  magnesium  ions  to  the 
conserved  aspartic  acid  residues  within  the  active  site  of  PAP.   Metal  binding  allows 
coordination of the incoming ATP and stabilization of the transition state following AMP 
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addition.  The  crystal  structure  of  bovine  PAP  provides  insight  into  the  active  site 
mechanism of polyadenylation and the polymerases ability to discriminate against other 
nucleotides to only incorporate adenosine into a growing adenylate tail (48).   A carboxy 
terminal  truncation  mutant  of  PAP  (PAP513)  bound  to  cordycepin  triphosphate  was 
crystallized  lacking  the C­terminal  226  residues  (Figure  9).    Importantly,  this mutated 
construct  can  still  be  stimulated  by  CPSF  and  PABPN1  and  additionally  PAP513  can 
interact  only  in  the  presence  of  oligo(A) with  PABPN1  (49,  50).    PAP  belongs  to  the 
superfamily of nucleotidyl  transferases and as such contributes  three conserved aspartic 
acid  residues  and  a  helical  turn  motif  that  have  been  shown  to  be  important  for 





has maximum processivity  of  polymerization  in  conjunction with  PABPN1  and CPSF. 
PABPN1 is also involved in tail length control and restricts the polyadenylated tail length 




  The  coupling  of  preceding  steps,  such  as  transcription,  capping  and  splicing  in 
pre­mRNA  3’­end  processing  is  important  for  the  efficiency  of  both  cleavage  and 
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polyadenylation.  This relies on the crosstalk of multiple protein­protein assemblages that 
initially  form  during  the  cleavage  step  and  rearrange  subsequently  to  function  in 
polyadenylation.  Much of what we know about complex formation of processing factors 
on  the  pre­mRNA  and  its  regulation  has  been  investigated  biochemically. A  structural 
characterization of  individual  and multicomponent processing  factors will  elucidate  the 
domain  interactions  important  for  the  pre­mRNA  3’­end  processing  mechanism  that 
cannot be deciphered by biochemical means.  We chose the structural investigation of the 
25 kDa subunit of CF Im (CF Im25) because of its role in cleavage and stimulatory role in 
polyadenylation.  The  25 kDa  subunit  of  CF Im  interacts  with  multiple  players  of  the 
cleavage and polyadenylation machinery, directly or as a complex with its larger subunit 
(Figure  10).  In  addition,  CF Im25  plays  an  important  role  in  promoting  complex 
recognition and regulation of poly(A) site selection.  
As  mentioned  previously,  CF Im  is  an  oligomer  composed  of  a  small  25 kDa 
subunit (CF Im25, also referred to as CPSF5 or NUDT21) and a larger subunit of either 
59 kDa, 68 kDa, or 72 kDa  (40). Homologs of CF Im  subunits  are  also  found  in  cDNA 





an  amino  terminal  RNP  domain,  central  proline  rich  region,  and  a  carboxyl  terminal 
arginine  and  serine  rich  region  (RS)  (Figure  11).    The  interaction  of  CF Im  68  with 
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components of the human splicesome suggests a  link between 3’ pre­mRNA processing 
and  splicing  (52).    It  has  been  demonstrated  that  the  25  kDa,  59  kDa,  and  68  kDa, 
subunits  individually  bind  RNA  in  the  absence  of  other  processing  factors  as 




assays  using  truncation  mutants  of  both  proteins  (41).    Both  the  cleavage  and 
polyadenylation  steps  involve  a  CF Im  complex  rather  than  individual  components  of 
CF Im, which suggests a cooperative RNA binding function.  In addition to characterizing 
the RNA binding potential of CF Im, Dettwiler et al. 2004 demonstrated the portions of 
CF Im25  that  are  sufficient  to  interact with  other  processing  factors.    The  entire  CF Im 





binding  to  UGUAN  sequences  contained  within  the  poly(A)  site  region  (28).    The 
binding  of  CF Im  to  UGUAN  containing  sequence  elements  around  the  poly(A)  site 
suggests an additional mechanism to select for the noncanonical hexamer sequences and 
alternative poly(A) sites that exist.  SELEX analysis identified short UGUAN containing 
RNAs  with  high  affinity  for  recombinant  CF Im.      The  addition  of  these  UGUAN 
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containing RNAs  to  cleavage  and polyadenylation  reactions  inhibited  the  poly  (A)  site 




be  an  indirect  interaction  and  require  other  components  for  stabilizing  the  160  kDa 
subunit  of CPSF.    In  vitro, CF Im  enhances  the  rate  of  poly  (A)  site  cleavage,  and  has 
been shown to interact with PAP and PABPN1 via its 25 kDa subunit (41).  Furthermore 
CF  Im  also  interacts with  splicing  factors,  indicating  a  role  in  communicating  between 
different RNA processing complexes (12).   
As  mentioned  earlier  CF Im  facilitates  multiple  interactions  among  mammalian 
mRNA  processing  members,  not  only  in  cleavage  and  polyadenylation,  but  also  in 
splicing. Despite its apparent role in the mammalian system and similarities to the yeast 
processing machinery,  there  is  no  homolog  of  CF  Im  subunits  in  yeast.    However  the 
strong sequence conservation in higher eukaryotes of the 25 kDa CF Im subunit suggests 
CF Im25 may have significant contributions outside of pre­mRNA 3’­end processing.  In 










interactions  between  CF Im  and  other  processing  factors  through  interactions  via  the 
Nudix  Domain  of  CF Im25.  The  structural  characterization  of  CF Im25  will  allow  the 
investigation of  the function of a Nudix domain present  in  this protein and validate  the 
biochemical interactions previously described. 
The  first  Nudix  protein  to  be  characterized  enzymatically  and  structurally  was 
Escherichia coli MutT (54).   Nudix proteins are generally characterized as housekeeping 
enzymes due to their role in hydrolysis of substrates described as nucleoside diphosphate 
linked  to  another  moiety X,  many  of  which  are  potentially  toxic  molecules  (55,  56).  
Nudix  proteins  have  a  conserved Nudix  fold  consisting  of  an //  sandwich  (Figure 
12). This  fold  is  also  common  to  isopentenyl diphosphate  isomerases  and  the carboxyl 
terminus of Mut­Y  type DNA glycosylases  (55).   Within  the Nudix  fold  the consensus 
sequence of the Nudix box is GX5EX7REUXEEXGU, where U is a hydrophobic residue 
and X is any residue, and folds into a loop ­  helix ­ loop structure (54).  The glutamate 
residues  found  within  this  Nudix  box  are  important  for  divalent  metal  binding  and 
catalysis.    The  most  common  bound  divalent  metal  of  physiological  relevance  is 






Nudix proteins  can  recognize  and hydrolyze  a  large  range of  substrates  such as 
nucleotide  sugars,  oxidized  and  nonmutagenic  nucleoside  di­  and  triphosphates,  RNA 
caps, and dinucleoside polyphosphates.   Residues and motifs outside of  the Nudix box, 
which  together  forms  part  of  the //  sandwich  of  the Nudix  domain,  determine  the 
substrate  specificity  of  each  Nudix  member.  Notable  differences  in  substrate  binding 
exist  not  only  with  the  recognized  substrate,  but  also  with  the  positioning  of  the 
nucleotide’s base with in the active site (57). The catalytic base is generally a glutamate 
residue  that  can  be  found within  or  outside  of  the  catalytic  sequence  and  orchestrates 
hydrolysis by substitution at phosphorous (Figure 13) (55). 
Nudix proteins are found in a wide range of organisms and likewise have a wide 
spectrum  of  substrate  specificities.    This  enables  them  to  play  a  versatile  role  in 
protection, regulation, and signaling.  In bacteria, the number of Nudix proteins correlates 
linearly  with  the  size  of  the  genome  as  well  as  the  environmental  growth  conditions.  
Bacteria  with  a  considerably  larger  genome  have  more  Nudix  proteins  to  promote 
genome conservation and allow for the break down of metabolite intermediates found in 
harsher environmental conditions (56). This is not consistent in higher eukaryotes where 
the  genome  contains  a  large  amount  of  non­coding  DNA  and  would  result  in  an 
overestimation of Nudix  enzymes.   To date,  the  human genome alone encompasses 24 














glutamate  residues,  three  of  which  were  shown  to  be  important  for  catalysis  (59).  
Recently, a GDP­mannose hydrolase found in enterobacteria and Vibrio species has been 
described  and  similarly  lacks  two  of  the  conserved  glutamate  residues  of  the  catalytic 
box.  This substitution imparts an alternative hydrolase mechanism whereby nucleophilic 






  This  project  is  aimed  at  elucidating  the  crystallographic  structures  of  factors 
important  for  pre­mRNA 3’­end  processing.    Currently,  there  are  a  limited  number  of 
crystallographic  structures  of  pre­mRNA  3’­end  processing  factors.  This  ensemble  of 
structures deposited in the Protein Data Bank include several partial structures and very 
few complex structures of processing  factors.   Crystallographic  techniques will  allow a 
validation  of  regions  important  for  protein­protein  and  protein­RNA  interactions  that 
have  previously  been  reported  biochemically.    In  addition,  structural  data will  provide 
insight into new functionally and/or mechanistically important protein residues essential 
for pre­mRNA 3’­end processing. 
The  specific  processing  factor  that  is  the  focus  of  this  project  is  the  25 kDa 
subunit of CF Im.  CF Im25 is involved in early steps of 3’­end processing and contributes 
to  both  protein­protein  and  protein­RNA  interactions.    CF Im  25’s  involvement  with 
multiple  factors  and with  the RNA allows  for  several  candidates  for  a  complex crystal 
structure.  Interestingly,  many  of  the  biochemical  interactions  with  CF Im  25  are 
contradictory to each other which made it important to obtain the crystal structures of the 
protein  alone  and  in  complex  with  a  ligand  or  protein  binding  partner  to  validate  the 
available biochemical data.   





residues  important  for catalytic activity and metal binding.   The structural  investigation 
will help further define the domains important for substrate and protein interactions and 
elucidate  how  the  structural  organization  may  allow  for  its  versatility  in  multiple 
processing  steps.  The  function  and  activity  of  the  Nudix  domain  can  be  addressed 




Aim  2  is  to  determine  a  complex  structure  of  the  25  kDa  subunit  of  CF Im 
(CF Im25) with a binding partner relevant to 3’ pre­mRNA processing.  Possible binding 
partners  of  interest  are  the  68  kDa  subunit  of  CF Im,  PAP,  and  Clp1.    Obtaining  a 









and  amino  terminus  of  CF  Im  25.   A  complex  structure  of  PAP  and CF  Im  25 will  be 





Clp1p knockout  in yeast  (62).   This  raises questions about hClp1  importance  to 3’­end 
processing which can be addressed by capturing a complex structure containing CF Im25 
and hClp1.  
Aim 3  is  to determine  the  crystal  structure of hFip1.   Recently,  hFip1 has been 
included as a subunit of CPSF although the stoichiometry of Fip1 to the remaining four 
subunits  appears  to  be  less  than  a  1:1  ratio.    Despite  its  transient  association with  the 
other substituents of CPSF, Fip1 is important for the polyadenylation step of pre­mRNA 
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subunit  also  interacts with RNA, poly(A) polymerase,  and  the nuclear poly(A) binding 
protein.  These  protein­protein  interactions  are  thought  to  be  facilitated  by  the  Nudix 
domain of CF  Im25, a hydrolase motif with a characteristic //  fold and a conserved 
catalytic  sequence  or Nudix  box.   We present  here  the  crystal  structures  of  human CF 
Im25 in its free and diadenosine tetraphosphate (Ap4A) bound forms at 1.85Å and 1.80Å, 
respectively.  CF  Im25  crystallizes  as  a  dimer  and  presents  the  classical  Nudix  fold. 
Results from crystallographic and biochemical experiments suggest  that CF Im25 makes 










3’  end  of  the  upstream  cleavage  product  (13­15).    The  coupling  of  these  processing 
reactions  relies  on  multiple  protein­protein  and  protein­RNA  interactions.  The  factors 
that  are  necessary  and  sufficient  to  reconstitute  cleavage  and  polyadenylation  in  a 
mammalian in vitro system are poly(A) polymerase (PAP), cleavage and polyadenylation 
specificity factor (CPSF), cleavage stimulation factor (CstF), cleavage factor Im (CF Im), 
cleavage  factor  IIm  (CF  IIm) and  the nuclear poly(A) binding protein 1  (PABPN1). The 
recruitment of the mammalian polyadenylation machinery to the pre­mRNA relies on the 
recognition  of  conserved  sequence  elements,  such  as  the  highly  conserved  hexamer 
AAUAAA recognized by CPSF and a U rich sequence downstream of the cleavage site 
recognized  by CstF.   Additionally  a  set  of UGUA  elements,  a  third  sequence  element 
found upstream of  the cleavage site and not  as universally  conserved,  is  recognized by 
CF  Im  (27, 28). Upon completion of  the processing  steps  the mRNA can be  efficiently 
transported  out  of  the  nucleus  into  the  cytoplasm. Homologs  of CF I  subunits  are  also 
















and  its  regulation  has  been  investigated  biochemically.    Structural  characterization  of 
individual and multicomponent processing factors will elucidate the domain interactions 
important  for  the  3’  pre­mRNA  processing  mechanism  that  cannot  be  deciphered  by 




present  in  this  protein.    The  first  Nudix  protein  to  be  characterized  enzymatically  and 
structurally was Escherichia coli MutT (54). Nudix proteins are generally characterized 




sandwich.    Within  the  Nudix  fold  the  consensus  sequence  of  the  Nudix  box  is 
GX5EX7REUXEEXGU,  where  U  is  a  hydrophobic  residue  and  X  is  any  residue,  and 
folds into a loop ­  helix ­ loop structure (54).  Interestingly, the Nudix box in CF Im25 
lacks  two  of  the  four  conserved  glutamate  residues,  three  of which were  shown  to  be 
important for catalysis (Figure 15) (59).  
 
In  this  study we present  the  crystal  structure  of  human CF  Im25  alone  and  in  complex 
with diadenosine  tetraphosphate  (Ap4A). CF  Im25 crystallizes as a dimer, which  is  also 
the oligomeric state of the protein in solution.  The CF Im25 structure presents the classic 
Nudix //  fold  and harbors  residues  outside  of  the Nudix  core  that  could  potentiate 







Im  (CF Im) with an N­terminal 6xHis  tag was previously described  (41).   The cDNA of 
CF  Im25 was  subsequently  cloned  into  a  Gateway®  vector  with  a  dual  6xHis­maltose 








(Qiagen),  followed  by  a  Tobacco  etch  virus  (Tev)  protease  cleavage  step,  and  cation 









(GE Healthcare).  The  selenomethionyl  protein  was  produced  by  inhibiting methionine 


















a 24 h  incubation period.   When  the crystals  reached at  least  100 µm, Ap4A at  a  final 
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concentration of 44 mM was added directly to the drop.  After six hours the soaked Ap4A 







the  peak,  inflection,  and  high­energy  remote wavelengths  to  a maximum  resolution  of 
1.85  Å.    Data  were  collected  at  1.80  Å  resolution  on  the  Ap4A  complex  at  beamline 
X12B (National Synchrotron Light Source) on a Quantum­4 CCD (ADSC) detector. The 
data  from  three Ap4A­soaked crystals were merged  to  increase  redundancy. Diffraction 




The  program  SOLVE  (72)  identified  three  of  the  four  selenium  sites  (The N­terminal 
methionine is disordered or missing). AutoSHARP (73) was then used for refinement of 












All  non­glycine  residues  fall  within  either  the  most  favored  or  additionally  allowed 
regions of the Ramachandran plot. The refined model of the unliganded protein provided 
phases  to  calculate  an  isomorphous  difference  Fourier  (Fo­Fo)  map  between  the 
unliganded protein and the complex with Ap4A (77).   The Rcross on amplitudes between 










Size  exclusion  chromatography  was  performed  with  a  Superdex  75  column  (GE 
Healthcare).    The  protein  sample  or  molecular  mass  standards  were  applied  to  the 
Superdex 75 column and eluted with 10% glycerol, 20mM Tris pH 7.5, and 50mM KCl.  
Standard  proteins  (Sigma)  were:  lysozyme  (MW  14.4 kDa),  egg  albumin  (45 kDa), 
bovine serum albumin (67 kDa), and the void volume was determined with blue dextran 
(GE Healthcare).  Dynamic light scattering was also used to confirm the oligomeric state 







total  volume  of  50  l.    The  putative  substrates  tested  for  CF  Im25  hydrolase  activity 
include ATP, Ap4A (Sigma), and m7G (5’)ppp(5’)G cap structure analog (New England 







Steady  state  tryptophan  fluorescence  was  measured  with  a  Quantamaster  fluorimeter 
(Photon  Technology  International,  South  Brunswick,  NJ)  as  described  (81)  with  a 
WG320  cut­off  emission  filter.   CF  Im25  contains  four  tryptophans  and  only  three  are 
built in the structure: Trp148 and Trp149 are within 10­15 Å of the active site and Trp139 
is  located within 20Å of  the active site. The fourth  tryptophan, Trp13,  is  located  in  the 
disordered  portion  of  the  amino  terminus.    The  tryptophan  emission  spectrum  was 
measured by excitation of the samples at 295 nm and collecting the emitted fluorescence 















Lamin  RNA  substrate  was  capped  and  uniformly  labeled  by  SP6  RNA  polymerase 
transcription of  a PCR­amplified human DNA.    In vitro  poly(A) cleavage and poly(A) 
addition  assays  using  dialyzed  and  undialyzed  nuclear  extract  from  HeLa  cells  were 












1.85  Å  by  multiple  wavelength  anomalous  diffraction  of  the  selenomethionyl  protein 










two mixed   sheets  flanked  by  two  helices  (2  and 3).  The Nudix  box  is  located  in 
helix 2  (residues 109­131) and  the preceding  loop. The  region  immediately preceding 
the Nudix domain (residues 21­76) folds into two distinct segments: residues 21­32 form 
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an  extended  loop  structure  that  projects  away  from  the  globular  domain  of  the  protein 
(residues  1­20  are  not  visible  in  the  electron  density  map).    The  extended  loop  is 
stabilized  via  crystal  packing  interactions  with  a  symmetry  related  monomer  and  this 
region, which has been shown to participate in RNA binding, is likely to adopt a different 
fold  in  vivo  (41).    Lys23  has  previously  been  shown  to  undergo  acetylation,  a 
modification which modulates  the  interaction  of CF  Im25 with  PAP  (46).    The  second 
segment of the N­terminal region (residues 33­76) contributes two short  strands and a 
long helix.  Within this region an additional modification, this time phosphorylation, was 
reported  for  Tyr40  (82).  We  do  not  see  either  modification  because  the  protein  was 




structural  homology  was  found,  but  only  with  other  Nudix  proteins,  including 
Deinococcus  radiodurans  DR1025  (Z  score  =  11.2,  PDB  ID  code  1SJY,  (59)),  Ap4A 
hydrolase  (Z score = 10.0, PDB  ID code 1KT9,  (57)), ADP ribose pyrophosphatase  (Z 
score =  9.3;  PDB  ID  code  1V8M;  (84))  and  the mRNA decapping  enzyme DCP2P  (Z 
score = 9.0; PDB ID code 2A6T; (85)).  The highest Z­score (33.6 with associated rmsd 
of 0.6 Å) was actually that of another crystal structure of CF Im25 for which coordinates 





Dimer  formation buries  an  interface of  about 2,700 Å2  (75, 79).   The buried  surface  is 
extensive and  represents 13% of  the surface of  the homodimer.   The dimer  interface  is 
maintained  by  approximately  20  residues  per  monomer,  which  participate  in  both 






chain  B,  Ser220  of  chain  A  and  Asn147  of  chain  B  as  well  as  the  reverse  monomer 
interactions.  The loop preceding helix 5 and the loop between 6 and 7 contribute to 
dimer  formation  through  hydrophobic  contacts  involving  residues  Pro159  and  Tyr160 
from  chain  A  and  Tyr202  and  Phe199  from  chain  B.      Additional  interactions  are 
provided  by  stacking  helix  5  from  one  monomer  on  to  strand  6  of  the  opposing 
monomer in a tail­to­tail fashion allowing hydrogen bonding between residues in the loop 
following  helix  5.    These  hydrogen  bonding  interactions  include  Arg221  and  its 







CF  Im25  is  missing  the  second  and  fourth  conserved  glutamates  of  the  Nudix  box 
(residues  124  and  128),  which  are  replaced  by  a  leucine  and  isoleucine,  respectively.  
These glutamate residues are very often involved in metal binding (59).  We therefore set 
out  to  investigate  whether  CF  Im25  was  still  capable  of  binding  metal  via  the  two 
remaining carboxylates.  Although the CF Im25 crystals were obtained in the presence of 
200  mM  MgCl2,  there  was  no  identifiable  Mg2+  bound  in  the  electron  density  map. 
Magnesium  is  a  light  atom, which  is  usually  not  easily  identifiable  in  electron  density 
maps and can often be mistaken for a water molecule. We therefore used metals that are 
more  electron  dense  such  as MnCl2  and  GdCl3  to  identify  putative metal  site(s)  (86).  
Mn2+  and Gd3+  present  the  added  advantage  that  they  are  anomalous  scattering  atoms, 
which  should  allow  unambiguous  identification  of  metal  sites.    We  were  unable  to 
identify binding of  either metal,  regardless of whether  the metal was  co­crystallized or 







methods:  a  colorimetric  assay  to measure  the  release  of  inorganic  phosphate  (80),  co­
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hydrolytic  activity  of  CF  Im25  on  nucleotides,  was  performed  (80).    The  following 
putative substrates were tested: ATP, Ap4A, and the 7mG(5’)ppp(5’)G cap analog. Ap4A 





Although  CF  Im25  does  not  seem  to  possess  a  hydrolytic  activity,  it  could  still  bind 
nucleotides.  Several  putative  ligands  were  either  co­crystallized  or  soaked  into  the 
crystals:  ATP,  GTP,  ADP,  GDP,  diadenosine  triphosphate  (Ap3A),  Ap4A,  AMP, 
7mG(5’)ppp(5’)G  cap  analog, NAD+,  and GDP­mannose.    In  addition  to  testing  these 
nucleotides, which  are  known  substrates  for Nudix  enzymes, we  also  attempted  to  co­
crystallize CF Im25 with a 21mer RNA derived from the PAP  cDNA sequence (27, 28).  
Of  all  the  putative  ligands  tested,  only  Ap4A  bound  to  the  crystal  (see  below).    The 
original crystallization conditions contained 200 mM MgCl2 and 25% (w/v) polyethylene 




of  the  nucleotide  precipitating  out  of  solution.    Conditions  with  NaCl  or  even  no  salt 
could  be  used  in  lieu  of MgCl2  to  grow  unliganded  crystals.  Even  when  the  divalent 
cation was omitted from the crystallization solution crystals did not form with any of the 
ligands  tested  (with  the  notable  exception  of  Ap4A),  demonstrating  that  the  lack  of 
binding was not due to the nucleotide falling out of solution. 
 
Binding  studies  were  then  performed  employing  the  intrinsic  tryptophan  fluorescence 
properties  of  CF  Im25.  The  following  Nudix  ligands  were  tested:  ATP,  GTP,  Ap4A, 
inositol  hexaphosphate  (IP6),  7mG(5’)ppp(5’)G  cap  analog,  ADP,  and  AMP.  
Dissociation constants (Kd) measured by titrating the ligand concentration were estimated 
for ATP and Ap4A (Figure 18A and 18B, respectively). The ATP data were fit with a  
single  hyperbola  curve,  indicating  one  binding  affinity with  a Kd  value  of  1.53 ±  0.18 




Co­crystallization  experiments  were  performed  in  order  to  resolve  the  ligand  binding 
interactions of CF Im25. Of all the molecules screened only Ap4A was captured in a co­
crystal (Figure 19A).  The Ap4A co­crystal structure was determined by using the phases 




and  apo  structures  is  low  (0.41 Å),  indicating  that  only  very  small  changes  take  place 





Gln157  and  Lys172  are  moderately  conserved.  The  majority  of  hydrogen  bonding 
interactions with Ap4A  involve  the  oxygens  of  the ­  and    phosphates.    The  ordered 
adenine base of  the Ap4A molecule stacks with Phe103, a  residue contained within  the 
Nudix domain.  We note that the position of the  phosphate of Ap4A coincides with the 








When comparing  the positions of  the bound nucleotides between CF  Im25 and DR1025 
we also see variations in substrate fit.  Superposition of the ATP bound in DR1025 on to 
the  CF  Im25  structure  shows  that  both  the  base  and  phosphate  tail  would  clash  with 
protein  residues  in  helix 1  and  beta  strand 5  in  the CF  Im25  structure  (Figure  21).  
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Commonly,  variations  in  the  nucleotide  binding  region  of Nudix  proteins  occur  due  to 
differences in the side chains and motifs and contribute to the substrate specificity of the 
Nudix protein.    Interestingly, both DR1025 and CF  Im25  stabilize  the adenine base via 
stacking interactions with a phenylalanine residue found outside of the Nudix box region.  
Base  stacking  interactions via  a Tyr or Phe  located 17  amino acids downstream of  the 
Nudix box is commonly found in all of  the Nudix Ap4A hydrolases,  including DR1025 




Poly(A)  cleavage  and  addition  reactions were  carried  out  in  the  presence  of  increasing 
amounts of Ap4A to investigate the potential role Ap4A in pre­mRNA 3’­end processing.  
Poly(A)  cleavage  and  addition  assays were  conducted with  lamin RNA  substrate    and 
increasing  concentrations  of  Ap4A  or  ATP  from  0.625mM  –  5mM.    Both  assays 
demonstrated a decrease  in 3’­end processing at  the concentration of 1.25mM Ap4A or 
ATP.  This inhibition of processing could be alleviated by the stoichiometric addition of 
MgCl2  and  demonstrates  the  mechanism  of  inhibition  is  via  chelation  of  catalytically 
important metals  (Figure  22).    This  suggests  that  if  Ap4A  does  play  a  role  in  3’­end 
















suggests  that  the  active  form  of CF  Im may  be  a  heterotrimer  composed  of  a CF  Im25 
homodimer  and  either  the  59  kDa,  68  kDa,  or  72  kDa  subunit. This  is  consistent with 
interaction studies in C. elegans (DIP interaction database accession DIP:25083N) where 





The  Nudix  box  of  CF  Im25  lacks  two  of  the  four  glutamates  important  for  catalytic 
function and metal binding.  Our structural and biochemical characterization suggests that 
CF  Im25  is  able  to  bind  but  not  hydrolyze  nucleotide  substrates.      In  the  dinucleotide 
bound  CF  Im25  structure,  the  dinucleotide  is  found  outside  of  the Nudix  box  and  lies 
deeper within the active site compared to ATP in DR1025. The fluorescence binding data 
for CF Im25, indicate a binding affinity in the low micromolar range for Ap4A indicative 







of  CF Im25  dissolve  upon  addition  of ATP,  indicating  a  possible  conformation  change 
upon binding of the nucleotide.  
 












cleavage  and  addition  assays  in  the  presence  of  Ap4A  suggests  a  possible  role  in 







Ap4A  belongs  to  the  family  of  diadenosine  oligophosphates,  ApnA,  which  were  first 
discovered  forty  years  ago  (90,  91).    Ap4A  is  composed  of  two  adenosines  and  four 
phosphates  linked  in  5’  to  5’  phosphodiester  linkages.    The  role  of  ApnAs  in  higher 
eukaryotes has remained elusive. Recently, ApnAs have been suggested to play a role as 
putative  extra­  and  intracellular  signaling  molecules.    Ap4A  itself  is  involved  in  the 
cellular stress response, inhibition of KATP channels, stimulation of DNA replication and 
repair,  as  well  as  influencing  other  essential  cellular  processes  in  eukaryotes  (90,  91).  
Presently,  the  only  link  between  Ap4A  and  3’­end  processing  was  described  in  yeast 
where  stimulation  of  primer  independent  synthesis  by  yeast  poly(A)  polymerase  was 
observed in the presence of dinucleoside polyphosphates, including Ap4A (92). There is 













involving PAP or PABPN1,  requires  the entire CF  Im25 protein. CF  Im68 must contact 
regions  outside  of  the  known  RNA  binding  region  of  CF  Im25  to  promote  complex 
formation and stimulate pre­mRNA 3’ end processing.  Interestingly, CF Im25 has a patch 
of negatively charged surface residues that runs the length of the dimer interface (Figure 
7A).    This  charged  region  is  composed  of  residues  primarily  from  beta  strand 3  and 
helix 4 and could potentiate protein­protein  interactions with CF  Im25’s other binding 
partners, possibly CF Im68.  Also intriguing is the observation that a binding interaction 
between  the substrate RNA and  the 25 kDa subunit occurs  in  the absence of a putative 
RNA binding domain.   This suggests another mechanism of RNA recognition, possibly 
through  homodimer  formation.    A  CF  Im25  homodimer  may  enhance  the  binding 
potential to the RNA substrate compared to a monomer interaction by increased surface 
area interactions. A definite answer regarding the oligomeric state of the 25 kDa subunit 
and  the  RNA  binding  mechanism  will  have  to  await  a  CF  Im25  structure  with  RNA 
bound. 
 





charge  distribution  of  the  Nudix  domain  correlates  well  with  results  from  pull­down 
experiments with PAP and PABPN1 (41).  
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ClustalW  sequence  alignment  of CF  Im25  and Nudix  proteins  of  known structure  (95). 
PDB  ID  codes  are  shown  to  the  right  of  the  enzyme  names  followed  by  the  residue 
number  of  the  first  amino  acid.   The  position  of  the Nudix  box  is  indicated below  the 
alignment  as  a  grey/black  bar  where  the  black  part  marks  the  position  of  helix  2.  
Residues  are  on  a  light  blue  background  if  over  70%  conserved  or  hydrophobic  or 









Gel  filtration  profile  of  CF  Im25  corresponding  to  an  estimated  molecular  weight  of 
53 kDa.    Vo  is  the  elution  volume  of  the  blue  dextran.  Proteins  were  loaded  onto  a 
Superdex 75 gel filtration column (GE Healthcare), and protein elution was followed at 





Ribbon  diagram  of  the CF  Im25  dimer  comprising  residues  21­131  and  136­227.    The 















A. The  arrow  points  to  the  position  of Ap4A within  the CF  Im25  dimer  shown  rotated 
120° as compared to Figure 2.  
B.  The ordered moieties of Ap4A (adenine base and triphosphate) are superimposed on 
an  original,  unbiased  1.80Å  (Fo­Fo)  isomorphous  difference  Fourier map  contoured  at 
2.6  (cyan)  and  a  simulated  annealing  omit  map  contoured  at  2.7  (magenta).    The 
















Positions  of  the  DR1025  ATP  shown  in  red  and  CF  Im25  Ap4A  colored  in  orange 
(phosphates) and blue/green (adenine base) within the CF Im25 structure.  Ligand position 
















A.    Electrostatic  potential  surface  representation  of  dimeric  CF  Im25  calculated  by  the 
program GRASP (32).  The surface is shown in the same orientation as in Figure 2 (left) 
and rotated 90° (right).  The surface on the right was made semi­transparent to show the 
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Is C F Im25’s nucleotide binding affinity necessary for its function? 
  The results from Chapter 2 demonstrate that CF Im25 is able to bind to Ap4A and 
additionally to ATP.  However, the nucleotide binding potential of CF Im25 does not have 
an affect on in vitro cleavage and polyadenylation assays.  To determine the necessity of 
nucleotide binding for the function of CF Im25 in vitro, residues residing within the 
binding pocket such as arginine 63 (R63), arginine 150 (R150), and lysine 172 (K172) 
can be mutated to methionines (M) to disrupt the hydrogen binding potential with the  
and  phosphates and prevent nucleotide binding.  Initial in vitro assays of the 
recombinant mutant can be used to verify an inability to bind nucleotides by steady state 
fluorescence experiments.   Following confirmation, the mutant CF Im25 can be used to 
reconstitute wild type CF Im25 in CF Im25 knockdown cells.  Knockdown of endogenous 
CF Im25 can be achieved by siRNA targeting in Hela cells and subsequently reconstituted 
with the mutant plasmid under a constitutive promoter.  Changes affecting pre­mRNA 3’­
end processing can be assayed between wild type and mutant CF Im25 by sequencing of 
the two poly(A) polymerases (PAPOLG and PAPOLA) mRNA pools in Hela nuclear 
extracts, to reflect variation in the total amount of polyadenylated mRNA of a 
noncanonical and canonical poly(A) site.  Previous work has demonstrated that CF Im is 
necessary for efficient processing of pre­mRNA containing noncanonical hexamers, in 
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the case of PAPOLG, and additionally enhances the 3’­end processing of canonical pre­
mRNA, PAPOLA (28).  In this manner the importance of nucleotide binding to pre­
mRNA 3’­end processing in vitro can be further assessed.   
Chapter 2 establishes the binding affinity of CF Im25 to ATP and Ap4A and 
demonstrates the addition of Ap4A has no affect on in vitro cleavage and polyadenylation 
assays.  Henceforth, the role of the Nudix domain of CF Im25 in nucleotide binding is 
unclear.  The conserved Nudix domain of CF Im25 may be important for RNA binding 
and/or recognition.  This can be addressed partially by the experiment described above.  
If variations in 3’ processed canonical and noncanonical pre­mRNA are apparent this 
may be due to the inability of CF Im25 to bind and recognize UGUAN containing RNAs.  
The importance of these residues, R63, R150 and K172, to facilitate RNA binding can 
then be addressed by gel shift assays using the SELEX 1 60mer RNA as previously 
described (27).  The SELEX 1 RNA contains the UGUAN element recognized by CF Im 
and capable of forming a complex by gel shift. To test this hypothesis mutation of key 
residues in the CF Im25 subunit of the CF Im dual baculovirus vector need to be 
constructed.  Investigating the ability of the mutant CF Im25 to bind the SELEX RNA 
would also suggest any changes in the ability of CF Im to regulate poly(A) site selection.  
Additionally, it would be interesting to see if the proteins CF Im25 associates with via 
pull­down assays change with respect to its nucleotide binding potential. 
 
Unresolved Questions 
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  CF Im25 is a dimer in both the crystal structure and in solution as presented in 
Chapter 2.  Due to the large dimer interface, 2,700 Å2, between CF Im25 monomers it is 
expected CF Im25 remains a dimer when associated with other pre­mRNA 3’­end 
processing factors however, confirmation of the oligomeric state of the CF Im complex 
has yet to be determined.  Estimating the stoichiometry of the CF Im subunits by DLS and 
gel filtration using the 68 kDa truncation mutants with CF Im25 was not successful and 
could be reevaluated by analytical ultracentrifugation.  Analytical ultracentrifugation 
could estimate the sample portion involved in complex formation and portion that is self 
aggregating.  Knowing the stoichiometry of the CF Im complex provides information for 
setting up future crystallization trials and improves the success rate of obtaining a 
complex crystal.  In doing so, the assumption can be made that the CF Im25 protein 
maintains the same oligomeric state with other binding partners which again can be 
helpful in future crystallization attempts. 
     
Cleavage Factor Im25 and Poly(A) polymerase 
  Evidence for the interaction of CF Im25 with PAP513 was suggested by a 
supershift upon the addition of CF Im25 in a gel shift assay presented in Chapter 3.  This 
experiment alone does not suffice in establishing a tight interaction between both proteins 
and must be repeated.  The PAP domains necessary to maintain an interaction with CF 
Im25 is disputed in the literature and presented both as requiring the C­terminal region of 
PAP and maintaining the interaction despite a truncation to the C­terminal region of PAP.  
Our evidence so far does not conclusively clarify this issue.  It is apparent that PAP513 
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alone with CF Im25 does not demonstrate on a gel filtration column what would be 
expected of a tightly associating complex as mentioned in Chapter 3.  We have shown 
CF Im25 and PAP513 elute off of a gel filtration column at their individual, although 
overlapping, estimated molecular weights.  To better address a complex between CF Im25 
and PAP513 the stoichiometry of the complex needs to be determined by 
ultracentrifugation methods.  In addition, the direct interaction of CF Im25 and PAP513 
needs to be confirmed with the recombinant proteins, which has not been conclusive so 
far.   The interaction could require the addition of the 68 kDa truncation mutant, RNA, 
Fip1 or ATP for efficient binding.  Evidence for potential binding interactions and 
complex association has been demonstrated comprising CF Im, PAP, and Fip1 in the 
context of a poly(A) site selection of noncanonical hexamer containing RNA (28).  
Further investigation of the minimal PAP513 and CF Im25 complex can be addressed by 
increasing the 3’­end processing components until a complex molecular weight is 
achieved on a gel filtration column or confirmed by pull down assay.  Upon confirmation 
of a complex, limited proteolysis experiments will confirm the stability of the complex 
and the minimal fragments necessary for subsequent crystallization techniques.  Based on 
previous results the expression and purification of Fip1 was problematic but may be 
stabilized upon the addition of the 25 kDa subunit along with PAP513. 
 
 
Factor Interacting with Pap1 
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  The pursuit of a Fip1 crystal structure both alone and in complex with PAP513 
was unsuccessful due to proteolytic degradation of the flexible regions of Fip1.  A 
minimal Fip1 complex with PAP513 can be achieved by similar means as the recent 
complex of the yeast Pap1 and Fip1 fragment.  The sequence of Fip1 is highly divergent 
from species to species except for the conserved region comprising residues 135­204 
(based on the human sequence).  The minimal interaction between the human 
homologues has been predicted to be maintained by amino acids 1­111 of Fip1 and 
additionally, full­length Fip1 interacts with the RBD (residues 366­513) and N­terminal 
(53­214) of PAP by pull­down experiments (44).  Increased binding to PAP, in 
comparison to residues 1­111 of Fip1, is achieved with residues 1­355 of Fip1 as 
previously mentioned and presented in Chapter 3.  Reconstitution of the complex 
comprising fragment 1­111 of Fip1 and PAP513 can then be subjected to limited 
proteolysis to determine if a smaller fragment of either protein can maintain complex 
interactions 
Alternative methods 
  Surface entropy reduction can be applied to optimize the crystallization 
techniques of any above mentioned protein complexes.  This technique is based on 
minimizing high entropy surface residues such as lysines, glutamines, and glutamates that 
require more energy to bury these residues by forced crystal­crystal contacts (104).  
These surface residues can be predicted by the web­tool SERp and suggest more suitable, 
low entropy residues in their place (105).  SER predictions on N68 suggest residues 20­
23 (sequence EEFNQEAE), 138­139 (EASSKK), and residue 146K are high entropy 
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residues and can be substituted by an alanine to improve crystallization odds.  
Additionally, Fip1 1­355 shows several high entropy clusters at residue ranges 21­23 
(EEE), 245­247 (EKETA), and 52­54 (ENEVERPEEENASA).  This technique may 
prove useful in future crystallization trials of difficult protein complexes following 
adequate optimization of protein expression and purification procedures.  
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